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Az erdészeti kartevé Armillaria (tuskogomba) nemzetség patologiaja és a bioldgiai védekezés lehetGségei

BEVEZETES

Az Armillaria (tuskégomba) fajok vilagszerte az erd8k természetes talajlaké tarsalkotoi,
amelyeknek egyes telepei (egyedei) a Fold felszinének legnagyobb méretii és leghosz-
szabb életkort szdrazfoldi é161ényei kozé tartoznak. Ezen fajok a névényi sejtfal minden
nagymolekuldju 6sszetevéjét (lignin, celluléz, pektin) képesek lebontani, ami 4ltal
alapvetd szerepet jatszanak a novényi eredetii szerves anyagok teljes lebontdsaban és
aszérazfoldi élethez sziikséges tdpanyagok természetes korforgdsdnak biztositdsiban.

Az Armillaria fajok nagy részét vilagszerte alegjelentésebb erdékérosité gombafajok
kozott tartjak nyilvan. Ezek az agressziv névénykorokozé fajok képesek az €16, ellen-
alléképességiikben gyengiil6 fakat megtamadni és elpusztitani, majd a gazdan6vény
elhaldsa utdn a fa szoveteit teljesen lebontani. A kérokoz6 fajok a korhadékanyagok
lebontdséval barhol képesek szaprotréf médon talélni, ezért a talajbdl torténd eltdvo-
litdsuk, az elleniik valé védekezés kialakitdsa rendkiviili szakmai kihivést jelent.

A projekt sordn tobb mint tiz Armillaria faj teljes genomszekvencidjiénak a meghata-
rozdsa lehetévé tette ennek a komoly gazdasagi kdrokat okozé gombanemzetségnek
a szisztematikus, 6sszehasonlité genomszintii vizsgalatat. A genomikai megkozelités,
az alkalmazott modern molekuldris biolégiai médszerek és az adatok magasszintt
bioinformatikai kiértékelése pedig megnyitotta az utat a gomba patogenitdsdban és
virulencidjéban szerepl6 tényezdk azonositdsira és megalapozta egy olyan szakmai
attorés kereteit, ahol ez az évtizedekig sulyos, kezelhetetlen kérokozoként ismert
gombafaj modellorganizmusként torténd vizsgalata elindulhat.

A projekt tovibbi eredményei, amelyek az Armillaria fajok kartételének kornyezetbarit,
biolégiai védekezésen alapul6 kezelésére irdnyultak, lehetévé teszik egy, az erdééllo-
manyok minéségjavuldsit megcélzo, hatékony erddvédelmi stratégia megtervezését
és alkalmazdsit el6zetes laboratoriumi teszteredmények alapjan.
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A PROJEKT CELKITUZESEI

1. Apatogén Armillaria fajok és tarsult mikrobidlis kozosségeik genetikai
vizsgdlata kdrositott, illetve természetes dllapott erd6tarsuldsokban

2. Az Armillaria fajok patogenitdsaban és virulencidjaban
szerepet jatszo6 genetikai faktorok azonositasa

3. Az Armillaria fajok patogenitdsat meghatdrozo6 genetikai hattér evolucios
eredetének vizsgalata 6sszehasonlité genomikai médszerekkel

4. A gombakdrosité hatdsa ellen kornyezetbarat biologiai védekezésen
alapuld stratégia kidolgozdsa és gyakorlati tesztelése stlyosan kédrositott
erdészeti teriileten

A PROJEKT FONTOSABB EREDMENYEI

ARMILLARIA 1IZOLATUMOK ES A BIOKONTROLL
CELJAIRA FELHASZNALHATO BAKTERIUM- ES
GOMBATORZSEK 1ZOLALASA, TORZSGYUJTEMENY
KIALAKITASA

A baktériumokon és gombakon alapuld biokontroll 4gensek a toxikus kémiai
novényvédo szerek igéretes, kérnyezetbarat alternativéi a kdros Armillaria fajok erdei
talajban torténd terjedésének megakadélyozasara. A biokontroll-jel6lt gombék koziil
a Trichoderma fajok mikoparazitaként hatékonyan képesek lehetnek kiilonféle antago-
nistamechanizmusokat alkalmaznia névénykoérokoz6 gombak ellen. Munkédnk sordn az
Armillaria fajok antagonizaldsira potencidlisan alkalmas Trichoderma torzsek sztirésére,
jellemzésére és szelektdlasdra irinyul6 nagyszabdsu eréfeszitések az Armillaria fertd-
zések elleni kozvetlen szabadf6ldi alkalmazdsokra igéretes torzseket eredményeztek.
Kezdeti terepmunkaink soran elvégeztiik a Keszthelyi-hegység teriiletén vizsgilt
erdSrészletek talajosszetételének vizsgdlatat. A talaj mindsége, mint abiotikus faktor,
szerepet jatszhat a teriileten taldlhaté n6vényzet mikrobidlis fert6zésekkel szembeni
ellenélloképességének szabdlyozdsiban. A nagymértékben kdrositott teriileteken a
talaj fels6 rétegeinek savassdga és domindnsan homokos 6sszetétele hozzdjarulhatott
az erdé gombék okozta kipusztuldséhoz. Rizomorfa- és talajmintakat gyjtottiink a
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karositott magyarorszagi tolgyerdén tal egészséges ausztriai fenySerdék erdei él6he-
lyeirdl, Armillaria gombatorzseket, valamint a veliik tarsult mikrobakozosségekbdl
baktérium- és gombatérzseket izoldltunk, és az izolatumokbdl tiszta tenyészeteket
készitettiink, melyeket térzsgy(ijteményben helyeztiink el. A Keszthelyi-hegység
erdérészletébdl szarmazo rizomorfamintikbol, valamint a Keszthelyi-hegységben, a
Soproni-hegységben és az ausztriai Rosalia-ban gyujtott termétest-mintdkbol izolalt
Armillaria tdrzsek azonositasa a kdztes atir6dé elvélasztd régié (ITS) ésa transzlaciods
elongicios faktor la gén egy szakaszdnak szekvencidja alapjan tortént.

Akapott szekvencidk elemzése és a torzsek fajszintti azonositdsa a szekvencia-homo-
l6giak keresésén alapulé NCBI Nucleotide BLAST program (www.ncbi.nlm.nih.gov)
segitségével tortént. A Keszthelyi-hegységb6l szairmazé termétest- és talajmintakbol
ésa Soproni-hegységbél szirmaz6 termétestmintakbolizolalt torzsek koziil az analizis
eredményeként 9 torzs Armillaria mellea-nak, 1 torzs pedig Armillaria gallica-nak
adddott. A Keszthelyi-hegységbdl szarmazo rizomorfamintdkbolizoldlt, valamint az
ausztriai Rosalia-bol és a Sopron kérnyéki Hidegvizvolgybol szarmazé termétest-min-
takbdlizolalt torzsek esetében a tefl gén egy szakaszat is amplifikdltuk, majd a kapott
szekvencidkat 6sszevetettiik S ismert Armillaria genombol szdrmaz6 tefl szekvencia-
adatokkal. A genomadatbazisokban 1év6 szekvenciaadatok révén egyértelmtien meg
tudtuk hatdrozni azizoldtumok faji azonossagat. Hirom faj esetében azizoldtumok tefl
szekvencidi teljes mértékben megegyeztek azismert genomok szekvenciaadataival, az A.
gallica esetében azonban meglep6 genetikai valtozatossdgot talaltunk, ugyanis csaknem
minden izoldtum tefl szekvencidja eltért a tobbi izoldtum és a publikélt genomszek-
vencia adataitdl. Ilyen szint(i genetikai eltérés két kiilon alfajra, vagy akdr két kiilon fajra
is utalhat, amelyek eltéré patogenitasi sajatossagokkal is rendelkezhetnek.

Az Armillariaizoldtumok genetikai vizsgdlataval kiderilt, hogy a Keszthelyi-hegység
eddig vizsgilt teriiletein az els6dleges patogén A. mellea mindenhol megtalélhat6 és
a mésodlagos, opportunista patogén A. gallica is domindnsan jelen van a tolgypusz-
tuldsban érintett termdhelyeken. A Soproni-hegységben, a Hidegvizvolgy mentén A.
gallica, mig az ausztriai Rosalia-bdl szdrmaz6 mintakbol fenyéspecifikus A. ostoyae és
A. cepistipes izolatumokat azonositottunk.

Az Armillaria torzsek kisérletek céljdra torténd fenntartdsa, tenyésztése a torzsek lasst
novekedése miatt komoly kihivést jelent. Megvizsgaltuk ezért 8 Armillaria torzs novekedési
képességeit burgonya-dextréz taptalajon (PDA); 20 g/lhamozott, reszelt répaval kiegészitett
burgonya-dextréz taptalajon (PCDA); BMDA téptalajon (3% malatakivonat, 2% gliikéz, 2%
agar) és malétds taptalajon (MA: 2% mal4takivonat, 2% agar). A torzsek leoltdsa 6 mm-es
dugoéfirovalkivigott agarkorongokkal tortént. Az eredmények alapjan az dltalunk vizsgalt
Skilonbozé taptalajkoziil a burgonya-dextréz-tartalmu bizonyult a legjobbnak.



GINOP-2.3.2-15-2016-00052

|ARMOST
|HF5
ARMSOL

ARMCEP
A. cepistipes

KRL4

ARMGAL
KR1S
W7

KF17
I:RMMEI.
||<F2

KF3
KF2L

T
Armillaria mellea Azizoldlt Armillaria térzsek tefl-szekvencidnak
telep rizomorfdkkal osszevetése S ismert Armillaria genombél szdrmazé
(sajdt készitésii fotd) tef1 szekvenciaadatokkal. ARMOST: A. ostoyae,

ARMSOL: A. solidipes, ARMCEP: A. cepistipes,
ARMGAL: A. gallica, ARMMEL: A. mellea
(sajdt készitésii fotd)

Mivel a szakirodalmi adatok alapjin a névénykoérokozé gombiék elleni bioldgiai
védekezésre alegigéretesebb mikroorganizmusok a baktériumok korében a Bacillus és
Pseudomonas nemzetségek, a gombék kérében pedig a Trichoderma nemzetség képvi-
sel6i koziil keriilnek ki, az alkalmazott baktérium- és gombaizoldldsi stratégia sordn
elsésorban ezeket a mikrobacsoportokat céloztuk meg. Azizoléldsi csészéken névekedd
telepeket egysejt-tenyészetek létrehozdsaval és dtoltd-
sdval tisztitottuk, majd elhelyeztiik 6ket a Szegedi
Mikrobiolégia Térzsgytjteményben (www.szme.hu).

A Pseudomonas izoldtumok azonositdsdra az
RNS-polimerdz B (rpoB) génre, a Bacillus és egyéb
baktériumtorzsek azonositasdra pedig a 16S riboszé-
mélis RNS génjére tervezett inditészekvencidkat
(primer-eket) alkalmaztuk, mig a gombatdrzsek

molekuldris azonositdsit az ITS régiora és a tefl génre
tervezett primer-ekkel végeztiik. Akapott szekvencidk Pseudomonas-szelektiv
elemzése és a torzsek fajszinti azonositdsa a szekven- tdptalajon izoldlt telepek
cia-homolégidk keresésén alapulé NCBI Nucleotide (sajdt készitési fotd)
BLAST segitségével tortént, melyeta Trichoderma torzsek esetében a TrichOkey 2.0 és
TrichoMARK szoftverekkel (www.isth.info) végrehajtott elemzéssel egészitettiink ki.

Az izolélt baktériumok kozott a Pseudomonas mandelii faj képviseldi fordultak elé
legnagyobb mennyiségben, melyet a P. jessenii faj kovetett. Fentieken tul azonositottuk

még a P. koreensis és P. fluorescens fajok képvisel8it, tovibbé Bacillus és Paenibacillus
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torzseket, koztiik a P. castaneae-t is. A Trichoderma fonalasgomba-nemzetség tekin-
tetében a mintdkbol 6sszesen 64 Trichoderma torzset izolltunk, melyek 14 fajt (T.
asperellum, T. atrobrunneum, T. atroviride, T. citrinoviride, T. guizhouense, T. hamatum,
T. koningii, T. longipile, T. paratroviride, T. paraviridescens, T. simmonsii, T. tomentosum,
T. virens, T. viridescens) képviseltek. A két erdéteriileten (Keszthely és Rosalia) a
Trichodermakozosségek eltéré dsszetételt mutattak.

ARMILLARIA GENOMOK SZEKVENALASA ES
OSSZEHASONLITO GENOMIKAI VIZSGALATA

Az Armillaria nemzetség genomevoltciés mintdzatait S Armillaria faj (A. solidipes,
A. ostoyae, A. mellea, A. gallica, A. cepistipes) teljes genomszekvencidjit 22 rokon
Basidiomycota faj genomjdval kiegészitve rekonstrudltuk a COMPARE médszer
segitségével. Ennek részeként vizsgdltuk a csoport génduplikicids és
génvesztési mintdzatait, a novényi sejtfal lebontdsiban szerepet jatszd 23
géncsaldd, valamint n6vénykoérokoz6 gombakban azonositott, a patogeni-
tasban szerepet jatsz6 gének homolédgjainak evoluciéjat. A géncsaldd-evolucios
vizsgalatokbdl kapott eredményeket COMPARE-térképezésekkel, a kopiaszam-
alapu vizsgdlatok eredményeit heatmap-ek segitségével foglaltuk 6ssze. Az els6 két
Armillaria faj szekvendldsa sordn mi hasznaltuk el6szor alegmodernebb szekvendlasi
technolégiat (PacBio) eukariéta / gomba DNS- szekvenciak azonositésdra. A tovabbi-
akban alkalmazott komparativ genomikai analizis a témakorben vildgszinten az
elsé, nagy volumenti szisztematikus vizsgdlat, amely nagy felbontdst képet adott az
Armillaria fajok evoltci6jarél, genomjaik fehérjekédold géntartalmarél (beleértve a
patogenitasért felelds géneket).

Kidolgoztunk egy reprodukalhat6 termesztési protokollt, melynek segitségével
megbizhatéan tudjuk az A. ostoyae fajt termétestképzésre birni, igy a kisérletekhez
szitkséges mintakat el6éllitani. Az A. ostoyae in vitro termesztésének optimalizalt
paramétereit felhaszndlva termétest-, rizomorf- és vegetativ micéliummintdkbol
osszesen 50 RNS-kivonatot készitettiink, melyeket RNS-szekvendldsnak vetettiink
ald. Az RNS-mintékbdl Illumina short-read konyvtarakat készitettiink, majd Illumina
HiSeq platformon szekvendltuk nagy szekvenaldsi mélységig. A kapott nyers szekven-
ciafdjlok tartalmdt a genomra illesztve kvantifikdltuk minden gén expresszids szintjét,
vizsgaltuk a bioldgiai ismétlések homogenitédsat (MDS plotok, hierarchikus klasz-
terezés felhasznaldsival), majd azonositottuk a szignifikansan eltéréen expresszalodo
és a fejlodésben szerepet jatsz6 géneket. A kapott adatsor megteremtette a patogén
tejlédési stadiumokra specifikus genetikaijellegzetességek vizsgalatanak alapfeltételeit.
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Az A. ostoyae fajban azonositottunk kézel 200 rizomorfa-specifikus gént és elvégeztitk

a gének komparativ genomikai és filosztratigréfiai analizisét (konzervaltsag, evolucios
eredet). Rizomorfa-indukciés kisérletek segitségével meghatéroztuk a rizomorfa-
képzédést szabélyozd géneket és a kapcsol6d6 molekuldris mechanizmusokat.

Akapcsolédé tudomanyos publikécié (Sipos és mtsai., Nature Ecol. Evol. 2017) nagy
visszhangot véltott ki mind a tudoményos kdzosségben (>80 hivatkozas 2017 é6ta),
mind az ismeretterjeszté médiadban. Tébb mint 100 online és nyomtatott sajtdorgdnum
szamolt be akutats eredményeirdl (The New York Times, The Atlantic, New Scientist,
index.hu, és szimos mas meghatarozé médium).

Elvégeztiik az eddig publikdlt Armillaria fajok komparativ szekretomikai analizisét,
melynek sordn a bioinformatikai mddszerek fejlesztésével olyan szekrécids adatbé-
zisokat hoztunk létre, amelyek magukban foglaljiék a GPI-alapu és egyéb hidroféb
tehérjéketkddolod géncsaladokat is. Elvégeztik az Armillaria szekrécios adatbdzisaink
és a gombafélék fehérje-alapt szekretalt virulencia-faktorainak 6sszehasonlité filoszt-
ratigrafiai vizsgdlatat, amelynek segitségével egy Armillaria-specifikus “fehérkorhaszté”
patogenitdsi modellt llitottunk fel.

ARMILLARIA —
GAZDANOVENY KOLCSONHATASI VIZSGALATOK

Az Armillaria fajok gyokérkolonizdcios stratégidjanak vizsgédlata sordn A. ostoyae és
A. cepistipes torzseket kombindltunk lucfeny6-gyokérmetszetekkel, majd monito-
roztuk azok kolonizéci6jit. A gomba faanyag-lebonté és kolonizéacios képességét és
az azt kovetd génexpresszids valtozdsokat transzkriptomikai modszerekkel kovettiik.
12 RNS koényvtdr szekvendldsa tortént meg Illumina platformon, a riboszomalis
RNS-ek eltdvolitisahoz RiboZero stratégidt alkalmazva. A kapott szekvenélt read-eket
a két faj genomjara térképeztiik, differencial expresszios analizist végeztiink, majd a
szignifikdnsan eltéréen expresszalt géneket funkciondlisan jellemeztiik. A kisérlet

moédszertandhoz a tervezettdl eltér6 moédon nem egysejt-transzkriptomikat, hanem
hagyomdnyos transzkriptomikai megkozelitést alkalmaztunk. Az eltérés oka kett6s:

e El6kisérleteink azt mutattdk, hogy az irodalmi adatoktol és az altalanosan
elfogadott nézetektodl eltéréen nem rizomorfék, hanem egyedi hifak felel6sek a
lucfeny6 gyokerébe torténd behatolasért és annak kolonizacidjéért. Ez szitkség-
telenné tette a rizomorfacstcsok egysejt-transzkriptomikéval térténé vizsgalatat.
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e Azid6kézben megjelent publikdciok rdmutattak arra, hogy a korabbi nézetekkel
ellentétben a rizomorfacsucsok nem tartalmaznak nyugvo, 8ssejtekre
emlékeztetd sejttipusokat, ehelyett sokkal valdsziniibb, hogy az Gn. ,immortal
strand hypothesis” magyarazza az Armillaria fajok alacsony mutdcios ratdjat.

Az ,immortal strand hypothesis” bizonyitasival nyugvo, éssejtszerti sejtek
keresésére irdnyuld kisérleteink értelmiiket veszitették.

Ezek alapjdn ugy dontottiink, hogy a nagyobb kihivést jelentd és rosszabb jel/zaj
ardnnyal rendelkezd egysejt-transzkriptomika helyett hagyoményos transziptomikat
hasznédlunk. Dontésiinket igazolja a kapott eredmények magas relevanciija és a gyokér-
kolonizdcié mechanizmusainak megértésére tett 1épéseink sikeressége.

A kambium-invaziot lehetévé tévé géncsaladok 6sszehasonlité metabolomikai és
génexpresszios vizsgalata in vitro invazids tesztek (lucfenyd faszeletek) segitségével
zajlott. A kisérletekben hdrom feny8specifikus faj virulens, nem virulens és szaprotréf
izoldtumait vetettitk 6ssze.

ARMILLARIA FAJOK FAANYAG-LEBONTO
KEPESSEGENEK VIZSGALATA

Az Armillaria fajokat hagyomdanyosan n. fehérkorhaszté gombaknak tartjik. A fehér-
korhaszt6 fajok képesek a faanyag minden komponensét (celluléz, hemicelluléz, pektin,
lignin) lebontani. Genomikai vizsgélataink azonban azt mutatjak, hogy az Armillaria
fajok egy nem konvenciondlis lignocelluléz-bonté génrepertodrral rendelkeznek.

Alaposabb vizsgalatok kideritették, hogy az Armillaria fajok szamos, egyébként a
tomlésgombdk lagykorhasztdsara jellemz6 vonassal rendelkeznek. Ennek titkrében
Ujradefinidltuk a klasszikus irodalomban Basidiomycota ldgykorhasztéként ismert
faanyag-lebonté életmodot és elséként jellemeztiik az emogott meghuzddo extracel-
luldris enzimrendszereket.

A BIOLOGIAI VEDEKEZESI BEAVATKOZASOKBAN
ALKALMAZHATO BAKTERIUM- ES GOMBAFAJOK
TESZTELESE LABORATORIUMI KORULMENYEK KOZOTT

A potencialis biokontroll szervezetek azonositdsa céljabol in vitro antagonizmus teszteket
hajtottunk végre, melynek sordnkétnapos Trichodermatenyészeteket oltottunk Armillaria
torzsek mellé. A kisérleteket PDA-taptalajon kiviteleztiik. S mm dtméréji agarkoron-
gokat vagtunk a névénypatogén gombdk 2 hetes telepeinek szélérél, majd a konfron-
tacios tdptalajokra helyeztiik 6ket a Petri-csészék kozepétSl mért 1,5 cm-es tévolsdgra.

9



GINOP-2.3.2-15-2016-00052

2 hét elteltével micélium korongokat vagtunk ki 2 napos Trichoderma telepek szélérdl,
melyeket a konfrontdci6s taptalajokra helyeztiink a Petri-csészék kozepétSl mért 1,5
cm-es tavolsdgra, ellenkezd iranyban. Akét, taptalajra helyezett korong tavolsigaigy 3
cm-re lett bedllitva. A tdplemezek S napig, 25 °C-on, sététben torténd inkubdldsa utdn
a csészékrdl 10 cm-es tévolsdgbdl digitélis fényképeket készitettiink (Nikon $3500).
Eztkovetéen a csészékrol késziilt felvételeket Armillaria torzsek szerint kategorizaltuk.
A vizsgalt Trichoderma torzsekre az Image J 1.48 szoftver segitségével kivitelezett,
képanalizisen alapulé médszer segitségével meghatéroztuk a Biokontroll Index (BCI)
értékeket, ezdltal szaimszeri(isithet6vé és egymassal 6sszevethetévé valtak a vizsgalt
torzsek in vitro antagonista képességei. A BCI-értékeket az alabbi képlet segitségével
szamoltuk ki (a magasabb BCI-érték jobb antagonista képességet jelent):

BCI = (Trichoderma telep teriilete / a Trichoderma és a ndvénypatogén gomba 4ltal
egyiittesen elfoglalt teriilet) x 100

Trichoderma in vitro antagonizmusa Armillaria-val szemben. Az Armillaria a csésze jobb,
a Trichoderma a csésze bal oldaldra keriilt leoltdsra. Bal oldalon: erds antagonizmus,

a Trichoderma képes volt az Armillaria telep felszinére novekedni, és ott ivartalan spérdkat
(konidiumokat) képezni. Jobb oldalon: gyenge antagonizmus, rdnévekedés nem tapasztalhatd.
(sajdt készitésii fotd)

Azeredményekalapjin az eré6sen Armillaria-fertdzott teriiletekrélizolalt Trichoderma
torzsek tobbsége az Armillaria fajok hatékony in vitro antagonistdjanak bizonyult,
igy felhasznalhato lehet az Armillaria dltal okozott gyokérrothadés elleni biologiai
védekezés céljaira. Mdsrészrol viszont egyes Trichoderma fajok, illetve torzsek gyenge
antagonista képességeket mutattak az Armillaria torzsekkel szemben, melyet alacsony
BCI-értékeik titkroztek. A legtobb gyenge antagonista képességekkel rendelkezé
izoldtum az egészséges erdéteriiletekrdl szdrmazott.

A munka sordn 6sszegytijtott Trichodermaizoldtumok jellemzése sordn megvizsgaltuk
atorzsek celluloz- ésxilanbonté enzimrendszerekbe tartozo6 poliszacharidbont6 enzimek,
valamint a foszfor mobilizédcidjéban szerepet jatsz6 savas foszfatdz termelésére vald
képességét. Az Armillaria ellenilegjobb in vitro antagonista képességgel rendelkez6 fajok
izoldtumai ezen extracelluldris enzimek legrosszabb termel6ikozé tartoztak, és forditva,
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ami arra utal, hogy ezeknek a Trichoderma fajoknak az Armillaria elleni f6 antagonista
mechanizmusa a hifdk és rizomorfak mikoparazitizmusa lehet, nem pedig a poliszacha-
ridokért folytatott kompeticid, vagy a gyokerek foszfor-hozzaférésének fokozdsa.

Az indolecetsav- és sziderofértermelés jellemzése és kimutatdsa szintén fontos
paraméter a biokontroll-jelolt térzsek sziirése, illetve rizoszféra-kompetencidjuk
megértése szempontjabol. A vizsgalt erdei eredett Trichoderma izolatumok koziil 40
torzs volt képes indolecetsav termelésére, tobbségiik pedig sziderofértermeld képes-
ségekkelis rendelkezett. Katekol-tipusd, illetve hidroxamét-tipusu sziderofért termeld

torzseket egyardnt sikeriilt azonositani.

Katekol-tipusti (balra) és hidroxamdt-tipusii (jobbra) sziderofdrok
Trichoderma térzsek dltali termelése kromazurol tdptalajon (sajdt készitésti foto)

A potencilis biokontroll baktériumtérzsek Armillaria torzsekkel szembeni teszte-
lésének in vitro médszerét egy ismert biokontroll térzs (Bacillus subtilis SZMC 6179])
segitségével optimalizéltuk. Az izoldlt baktériumok Armillaria torzsekkel szembeni
antagonizmusét ezt kovetéen két killonbozé modszerrel vizsgaltuk. Az 1. médszer
alkalmazasakor 50 pl 10°sejt/ ml koncentracidju baktériumszuszpenziot szélesz-
tettiink PDA tdptalajra. A 2 hetes Armillaria-tenyészetet tartalmazé 5 mm dtméréji
agarkorongot a baktériumot tartalmazd Petri-csésze kozepére helyeztiik el. Mindegyik
Armillaria torzsbol készitettiink egy-egy kontroll tenyészetet, ami csak a gombit tartal-
mazta. A kiértékelés sordn az Armillaria torzsek telepatmérdjét mértiik és adtuk meg
centiméterben. A kisérlet eredményei alapjdn a baktériumok jelenléte jelentds gatldst
nem mutatott ezen moédszer segitségével, a rizomorfaképz6dést azonban szdmos
Pseudomonas torzs gatolta.

A 2. médszer alkalmazédsakor 2 hetes Armillaria torzsbél S mm dtméréjii agarko-
rongot helyeztiink a Petri-csésze kézepére. A pontatoltassal leoltott baktériumok a
novénypatogén torzsektdl 1-1 cm-re keriiltek leoltdsra. A 3 hetes inkubdci6 sordn
az Armillaria telepek atméréjét 3 idédpontban lemértitk, majd a 3 hét leteltekor a
csészéket lefényképeztiik (Nikon $3500). Ezen médszer alkalmazasa soran kizardlag
egyizoldtum, a 3/2-esjeli Pseudomonas torzs gatolta az Armillaria torzsek novekedését.
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Ezabaktériumtorzs igéretes biokontroll dgens lehet, a torzs gomba biokontroll dgensekkel
valé kompatibilitasa, pl. a szabadfoldi kisérlet céljara szelektdlt Trichoderma torzsekkel
torténd egyiittes alkalmazdsdnak lehet8sége azonban tovabbi vizsgilatokat igényel.
Az A.mellea és A. ostoyae fajok baktériumokkal (Pseudomonas fluorescens, Paenibacillus
sp.) zajlo kdlcsdnhatésait pasztazé elektronmikroszkopids vizsglatoknak is alédvetettiik.
Konfrontdcios teszteket dllitottunk be, majd az inkubéciés id6 letelte utdn a SEM vizsga-
latokhoz tobbféle médszerrel készitettiik el6 a mintdkat. Az egyik kisérleti 6sszedlli-
tasban a baktériumtorzset a tiptalaj feliiletére szélesztettiik, és ugyanakkor rdoltottuk
az Armillaria torzset a csésze kozepére, majd két hétiginkubaltuk és a kozepérél mintét
vettiink. A masik alkalmazott kisérleti 6sszeéllitdsban a Petri-csésze kozepétél 1 cm-re
leoltottuk az Armillaria torzset, egy hétiginkubaltuk, majd 1 cm-re a csésze kozepétol
ellentétes irdnyba leoltottuk a baktériumtorzset, két hétig inkubaltuk és a kozepérol
mintét vettiink. A kezdeti direkt kontaktus hidnydnak készonhet8en az Armillaria
képes novekedni, igy SEM modszerrel vizsgdlhat6va valik a baktériumok Armillaria
torzsekre gyakorolt hatdsa. Osszesen 20 Armillaria torzs vizsgélata zajlott le 20 bakté-

riumtorzzsel szemben 3-3 ismétlésben.

Armillaria ostoyae — Pseudomonas fluorescens kélcsonhatds
vizsgdlata pdsztdz elektronmikroszkdppal (sajdt készitésii fotd)

A fakultativ nekrotréf A. ostoyae az Armillaria nemzetség egyik legpusztitobb erdei
kérokozoja, mely vildgszerte gyokérrothaddsibetegségeket okoz fasszaru novényeken.
Jelenlegis folyik a hatékony védekezésiintézkedések felmérése ezen foldalatti kérokozé
populdcidjinak akorlatozasara. A T. atroviride biokontroll tulajdonsigai a faj genomjara,

12



Az erdészeti kartevé Armillaria (tuskogomba) nemzetség patologiaja és a bioldgiai védekezés lehetGségei

proteomjdra és szekrécidjdra tdmaszkodva a muatrdgydk és kémiai peszticidek kornye-
zetbarit alternativéjaként komoly potenciilt jelentenek a novénybetegségek elleni
védekezés és az erddvédelem teriiletén. A T. atroviride SZMC 24276 térzs (TA) j6
antagonista képességgel rendelkezett a haploid A. ostoyae SZMC 23093 torzzsel (AO)
szemben. A kettds tenyésztési vizsgilat eredményei alapjan a haploid A. ostoyae SZMC
23093 torzs nagyfoku érzékenységet mutat a T. atroviride SZMC 24276 micéliuma
dltaliinvazidval szemben.

Az AO és a TA molekuldris kolcsonhatasainak vizsgalata céljabol az in vitro kett6s
tenyésztésbél kapott transzkriptomokat nagy teljesitményt, kovetkezé generdcids
szekvenaldsi technologia alkalmazdsaval elemeztiik. A kérokozé-antagonista PDA
taptalajon zajlo kolcsonhatdsa sordn kiilonboz6 idépontokat rogzitettiink a transzkrip-
tomelemzés céljaira. Megprobaltuk feltarni a molekuldris kolcsonhatas dinamikajat,
beleértve a micéliumok egymassal torténd érintkezése el8tti metabolitszintti kolcson-
hatést, a mikoparazitakélcsonhatést (amikor a TA micélium fizikailag érintkezik az AO
telepével), valamint a poszt-mikoparazita kélcsonhatést (amikor a TA mar réndvekedett
az AO telepének felszinére). A hdrom kisérleti koriilmény kdziil a konfrontdciés mintdk
nagyon jelentésen eltéré mintdzatot mutattak a kontrollhoz képest, de egymashoz
képestisjelentésen eltértek. Szandékunk volt transzkripcids szinten értelmezniaz AO
esetében a TA biokontrollinvazidja altal kivaltott védekez6 vilaszokat, valaminta TA
biokontroll aktivitdsit alditimasztd, az AO-val, mint gazdaszervezettel zajl6 kolcson-
hatds sordn fellép6 transzkripcids valaszait is, ezért id6sor-elemzést és funkcionalis
annotdcidt végeztiink, vizsgéltuk a dusitott Gtvonalakat, és elemeztiik a differencia-
lisan expresszal6do géneket, beleértve a TA biokontrollal kapcsolatos, valamint az AO
védekezéssel kapcsolatos génjeloltjeit.

A biokontroll dgens és a kérokoz6 in vitro kettds tenyészetben kivitelezett konfron-
tacids kisérletének transzkriptomelemzése hasznos megkozelitésnek bizonyult a
gombik kolcsonhatdsdnak komplex dinamikai modellezésére. Tudomésunk szerint
ez az els6 transzkriptom-elemzési tanulmany biokontroll gomba 4ltal megtdmadott
A. ostoyae esetében, mely betekintést nydjthat a n6vényi kérokozo-biokontroll 4gens
kolcsonhatds mechanizmusaiba. Az eredmények alapjan a TA szamos biokontroll
stratégidt alkalmazott az AO-val szembeni konfrontdci6 sordn, az AO esetében pedig
szamos védekezési mechanizmus indult be a gombatdmadas okozta sulyos negativ
hatdsok elleni védekezés érdekében.

A téptalajkornyezetben az egymadssal konfrontélt fajok metabolitjai és mas szekré-
tumai hatdsara bekovetkezett valtozasok, valamint a fizikai micéliuminvazié okozta
kihivasok befolyasoljik a gombdk transzkriptom-mintdzatat. A TA szamos biokontroll
mechanizmusa mar a fizikai érintkezés elott aktivalédott. Ezek kozé tartozik a
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hidrolitikus enzimek és az antibiotikus hatdsu masodlagos metabolitok termelése.
Misrészrol a TA korai, a micéliumok érintkezése el6tt az AO kérokozoéra gyakorolt
transzkripciés hatdsa szdmos védekezési reakciét, péld4ul a kinolinsav (QA) terme-
lésétindukélta. Az érintkezés utdn tovabbivédekezési stratégidk indukélodtak, példaul
megemelkedett a detoxifikicioban feltételezhetéen szerepet jétsz6 peptiddzok expresz-
szidja. Az AO-ban ennek ellenére azonban jelentés névekedésgatlas kovetkezett be az
irdnydba noveked$ TA hatdsdra.

Osszességében a gombék kolcsénhatasinak transzkriptomikai vizsgélata alapjan a
védekez6 gének differencidlis expresszidja lehet6vé tesziaz AO szdmdra a biokontroll
dgens altal kibocsétott metabolitok vagy extracelluldris enzimek érzékelését, illetve
a TA invézidja elleni védekezés megkisérlését, masrészt a TA-nak a gazdaszervezet
(AO) éltalindukalt transzkriptomikai dtprogramozasa az AO — mint gazda/zsdkmény —
antagonizdldsa szempontjébdljelentds biokontroll potenciéllal rendelkezd, mikopara-
zitizmussal kapcsolatos gének differencidlis expresszidjahoz vezet.

SZELEKTALT MIKOPARAZITA GOMBAIZOLATUMOK
ALKALMAZASA SULYOSAN KAROSITOTT ERDESZETI
TERULETEKEN

A tuskégomba fajok ismert gyengiiltségi parazitdk, melyek elhatalmasodva képesek
szamos fafaj és sz6l6fajta pusztuldsat eldidézni. Az Armillaria kirtételével szembeni
védekezés nehezen kivitelezhetd, mivel a kérokoz6 a talajban maradt fés maradva-
nyokban viszonylag sokdig képes életben maradni. Lehetséges megolddsként szoba
johet a fert6zott tertiletr6l minden, 2 cm-nél vastagabb gyokér eltévolitasa, illetve a talaj
kémiai szerekkel (pl. metil-bromiddal) torténd fertétlenitése. A vegyszeres védekezés
viszont a mezégazdasigban és erdészetekben egyarant szimos kedvez6tlen hatdssal
jar. A legkorszertbb készitmények is kdrositjak a kornyezetet, gyakran nem csak a
célzott gombakdrtevét, hanem az él6helyen jelen 1év6 hasznos gombdkat is elpusz-
titjik, emellett a talajviz szennyezéséhez is vezetnek, mez8gazdasdgi rendszerekben
(pl. sz618termesztés) pedig kdros szermaradvényok keriilhetnek a téplalkozési lincba,
ésazonkeresztiil az emberi szervezetbe. A fenti problémék miatt egyre nagyobb igény
mutatkozik a kornyezetbarat, bioldgiai védekezési médszerek irdnt.

A Trichoderma nemzetségképviseldi olyan talajlako penészgombak, melyek sikeresen
alkalmazhatok szdmos névénykorokozé gomba elleni biologiai védekezés céljaira.
Hatékonyan versengenek a kiros gombékkal az él6helyért és a tdpanyagokért, a kdros
gombakat gatlo/elpusztit6é anyagokat termelnek, emellett kozvetlen parazitaként is
képesek szimos gombakértevét elpusztitani.
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A Keszthelyi-hegységben beallitand6 szabadf6ldi csemetekisérlet céljaira két,
kiilénboz6 fajokba (T. virens és T. atrobrunneum) tartozd, a Keszthelyi-hegységbél
szarmazd, elpusztult rizomorfakrol izolélt, valamennyi tesztelt Armillaria torzzsel
szemben magas biokontroll index értékeket (100) mutatd, szideroférok és indolecetsav
termelésére egyardntképes torzset vélasztottunkki. Akétkivalasztott Trichoderma torzs
alkalmazdséval szabadfoldikisérletet végeztiink kétéves eurdpai tolgypalintikon, melyek
egy, szamos Armillaria telep rizomorféi dltal er6sen fert6zott erdStertiletre keriltek kiiilte-
tésre. Akitiltetés soran akezelt facsemeték gyokereit a két Trichoderma torzs konidiumait
egyarant 10°/ml-es koncentrdcioban tartalmazé vizes szuszpenzidban, a kontroll facse-
meték gyokereit sima csapvizben dztattuk 2 éran keresztiil. A T. virens és T. atrobrunneum
torzsekkel kezelt tolgypaldntak jobb, 84,3%-os tlélést mutattak az Armillaria éltal er6sen
fertdzott talajban a kezeletlen kontrollokhoz képest (54,7%).

A PROJEKT TAMOGATASABOL
BESZERZETT FONTOSABB ESZKOZOK

T ]

(SSSS——

T i

SZBK — Névényneveld kamra és szerver (sajdt készitéstifots) ~ SZTE — GC-MS-alapti mikro-
biolégiai identifikdlé rendszer
(sajdt készitésii fotd)
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